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重症筋無力症(mya sthe nia gr a vis･ M G) 患者血清 お よび 細胞膜下構造を修飾す ると考 え られ て い る薬剤が , ラ ッ ト培養筋細胞膜上 に 現わ れる ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ ー の 凝集体(a c etylcholin e r e ceptor clu ster, A C h Rク ラ ス タ ー) に どの ような影響を与え るか に つ い て検討 した ･ まず筋細胞 の ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー (a c etylcholin e r e? ptOr, A Ch R) を flu ore sc ein
isothiocyan ate(FIT C)を結合 させ た α -bu ngar oto xin(FI T C- α -BuTx)に て蛍光染色 し･ レ ー ザ ー サ イ ト メ ー タ ー を用 い て 上 記の 処理 が蛍光強度や蛍淋 ヾタ ー ン に どの ような 変化を与え るか で 評価 した ･ M G患者血 清は対 馳 清と有意差 をも っ て 卵 細胞に おけ る A Ch Rク ラ ス タ ー 絹 す る筋管細胞の 出現 雛 を低下 させ る効果 が認 め られ た ･ 血 清 に よ る 処理 軋 残存 したA Ch R ク ラ ス タ ー の 示 す局所的蛍光 パ タ ー ン (面 乱 平均蛍光畳) を M G患者群 と対照群で 比 凱 た が , 有意 の 差 は 認 め な
か っ た ･ 患者血 清が筋管細胞の A Ch R ク ラ ス タ ー の 出現頻度を低下 させ る効果 と患者血清中の 抗 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー
抗体価と の 間に は 有意 の 相関が認め られ た ･ また ! 柵胸膜 の 流動性 の 変化を調 べ る 目的 で ‥ 患者血 清で 処理 した筋管細胞 の 細胞膜を蛍光染色 し, 蛍光退色回復法(flu or e sc e n c e re c o v e ry afte rphotoble a ching, F R A P)に て拡散係数を求め たが , 対 馳 清処理 の 場合 と の 間に 有意差 ほ認め なか っ た ･ 薬剤の な か で は ′ カ ル モ ジ ュ リ ン を 抑制す ると され る W-7 お よび C - キ ト ゼ を
活性化す ると され る phorbol12-myristate 13-a C etate(T PA)に ∫ A ChR ク ラ ス タ ー の 出現を 強く抑制す る効果が認め られ た .
な お , コ ル ヒ チ ン , サ イ ト カ ラ シ ソ B や 細胞内の サ イ ク リ ッ ク A M Pを 修飾す る薬剤である dibutyrylcyc工ic AM P, A C h R合成促進作用 の ある カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子関連 ペ プ チ ド(Calcito ninge n e-related peptide, CG R P) に は , 対照と の 間に 差ほ 認め ら
れ な か っ た ･ こ れ らの 結 果か ら A Ch Rク ラ ス タ ー は , 安定化 に カ ル モ ジ ュ リ ン を必要 と しC q キ ト ゼ に は阻膏 され るよ うな細胞膜下 の 構造 と関係 して お り , MG 患者血 清に は A C h R とこ の 構造 と の 関係に影響 輯 え ･ A Ch Rク ラ ス タ ー の 破壊 を もたらす因子 を 含むもの と推定 された .
Key w ords myasthenia gr avis, aCetylcholin e recepto r, Cluster,
重症筋無力症(mya sthe nia gr avis ! M G)は 主 と して全身の 筋
力低下を 主徽 とす る疾患単位 で ある ･ そ の 成立 に は 神経筋接合
部 の 後 シ ナ プ ス 側 に 存 在す る ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー
(ac etylcholin e r e c eptor･ A C h R) に 対 して 自己抗体が塵生され ,
神経筋接合動 こお い て ア セ チ ル コ リ ン と の 薬理 学的競合 , 筋膜
上 の 受容体崩壊促胤 補体介在性細胞膜障害の 3機序 を介 して
い ると 考え られ て い る1)･ しか し , 従来の 測 定法 に よ る 本抗体
の 括性ほ必 ず しも臨床像と相関す るも の で ほな か っ た .
本研究 では , 本病患者の 液性因子が衝細胞膜上 の A C h Rに
与える影響に つ い て調 べ るた め に , 神 経筋接合部 の 実験 モ デ ル
と して培養 ラ ッ ト初代筋管細胞上 に形成 され る A C h Rの 凝 集
体(A Cb Rク ラ ス タ ー と呼ば れる)を 利用 し ,(1)患者血清を培養
筋管細胞系 に 添加 した 軋 A C h Rク ラ ス タ b に どの よ うな変化
が生 じるか ∫ (2)もし変化 がある とすれば , 血 清中 どの よ うな因
子に よ るもの か
I (3)A C h Rを 細胞膜 に 固定 して い る と考え られ
て い る細胞膜下 の 構造 ほ どの よ うな薬剤 の 影響を受け るか , に
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つ い て 検討を 行い , A C hR の 細胞膜上 で の 凝集機構と患者血清
の こ れ に 対する修飾作用機構 の 解析を試み た . な お , A Ch Rク
ラ ス タ ー の 変化 の 評価は 蛍光色素(flu or esc ein is othio cya n ateL
α-バ ン ガ ロ ト キ シ ソ , FIT C-α-バ ン ガ ロ トキ シ ソ)を 利用 し
,
レ ー ザ ー サ イ ト メ ー タ ー (A C A S570) を 使用 して 行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ ･ 患者お よび 対照血清
金沢大学神経内科入院歴を持 つ17例 の 重症筋無力症慮者と対
照 と して非重症筋無力症患者11例(正常人 9例お よ び筋萎縮性
側索酎ヒ症患者 2例) の 血清 を使用 した ･ 重症筋無力症 の 診断
は臨床症札 薬理学的検査(ェ ド ロ フ ォ ニ ウ ム テ ス ト), 臨床電
気生理学的解机 血清中の 抗 A C hR 抗体価測定などに よ っ て
行 っ た ･ 血 液ほ ス テ ロ イ ドな ど免疫抑制剤の 投与は受けて い な
い 期間に 採取 し, 血 滑 を予め56 ℃t 30分処理 し補体を非働化 し
た .
A br eviatio n s :A C h R, aC etylcholin e rec eptor; α - BuTx, α ～ bu ngar otoxin; C GR P, Calcitonin ge n e-r elatedPeptide; D M EM ･ Dulbe cco m odified Eagle
,
s m ediu m ; EIT C, flu ores cein is othiocya n ate; F R A P, flu ore sc e n cereC O V ery after
･
∴photoblea ching; H E P E S, N-[2- Hydroxyethyl] piper azine-N
･
b[2- ethan e sulfo nic acid] ; M G,mya$the nia gra vis; P M T, photo m u"pliertube; T P A′ phorbol 12- myristate 13- a Cetate
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1 . ラ ッ ト A C h Rの 抽出
Z)
雄ウイ ス タ ー 系 ラ ッ トの 坐骨神経 を切除後10～ 14 日目 に 下肢
の 除神経筋を切 り出 した . 細切 した 軋 4倍量 の Tris緩衝液 A
(NaCl, 0 . 1 M ; Phe nylmethy s ulfo nyl flu o ride, 0 ･ 1m M ;
NaN, , 0.02%; ethyle nediamin e-tetr a a C etic a cid(E D T A), 1
m M ; ethyle n eglyc ol bis (2-amin o ethylether)tetra a c etic a cid
(E GT A), 1 m M; Tris- H Cl, 50rnM , pH 7･4)を加 えて ホ モ ゲナ
イ ズ した . 4 ℃で 1 5,000rpm , 30分遠心 後 ▲ 沈故 に 同量の 1%
Trito nX-100 を含む Tris 緩衝液 A を加えた .
●
さ ら に 4 ℃に て
一 晩携 拝 し , 4 ℃, 17,000rpm に て3 0分遠 心 後 の 上 清 を
A C h R分画と した . こ の 標品を抗 A Ch R抗体価測定 の た め の
抗原 と した .
Ⅲ . 坑ラ ッ ト A ChR 抗体価測定
珊
抗 A C hR抗体価測定 は ∴結合型抗体法及 び阻害型抗体法 の
2 つ の 方法に よ っ て行 っ た .
1 . 二 抗体免疫沈降法(結合型抗体測定)
125I- α リ ベ ン ガ ロ ト キ シ ソ (α -bu ngar oto xin , α -BuTx) (ア マ
シ ャ ム ■ ジ ャ バ ソ , 東 京) で標識 し た A Ch R分画 (1 pm oI
BuTx binding site/ml に 調 整) 100FLl に∴ 0･ 2% Trito n
X-1 0 を含む Tris 緩衝液A に て1 00倍希釈 した 被検血清 100
〃1 を加 え て , 一 晩 4 ℃に 放 置 した . こ れ に リ ソ 酸緩衝液
(phosphate -buffer ed s alin e, PB S) に て 2倍希釈 した 抗 ヒ ト
IgG(へ キ ス トジ ャ バ ソ , 東京)50〟1を 加えて , 4 ℃に て
一 晩置
い た後 , 4 ℃ に て 3,500rpm , 20分間遠心 した . 上 清を捨 て 1 沈
潅 に0,2% Trito nX-1 00を含む Tris 緩衝液 A を 2ml加え沈漆
を洗い , 4 ℃に て 3,500rp 恥 20分間遠心 , 沈漆 で ある
-25Ⅰ- α -
BuTx 標識 A C h R, 抗 A Ch R抗体お よ び抗 ヒ ト IgG 抗体の 免
疫複合体の 放射活性を測定 した . 抗体価は沈降 した 複合体の 放
射括性を , 使 用 した
-25Ⅰ- α -BuTx の 放射活性に 換算 し, さ ら に
1 ml の 血 清 あた り の 活 性に 補正 して , pm Ole BuTx
-binding
site/ml血 清と して 表 した . すべ て の 測定に は血 清 1 検体 に っ
き 3サ ン プ ル を 作 り , ブ ラ ン ク を 引 い た あ と の 平均値を 用 い
た .
2 . コ ン カ ナ バ リ ソ A 法(阻害型抗体価測定)
被検血清 50〃lに 0.2pm oI BuTx-bindingsite/mlに 調整 した
A C h R lOOFLl を加 え 一 晩 4 ℃に て放置後 ,
125I- a-BuTx を 0. 2
pm ol加え て , 一 晩4 ℃に て 放置 , こ れ を コ ソ カ ナ バ リ ソ A-
セ フ ァ ロ ー ズ カ ラム 0.5ml(P har m a,Cia, Up psala,Sw ede n)に 通
して A C hR を 吸着 させ た . 0.2% Triton X-1 00 を含む Tris 緩
衝液A を使用 して A C h Rに 結合 して い な い
125
Ⅰ,α-BuTx を洗 い
流 した後 】 カ ラ ム に 残存す る放射活性 を測定 した (R AM G). 血清
の代わ りに Tris 緩衝液 A 50〟1 を用 い た もの に つ い て 同様 に
放射活性を測定 した (RAc｡ nt, ｡1). 阻害活性価は , 100×(R Ac ｡ nL,｡1 -
R AM 8)/R A00 血 (%) か ら求めた .
Ⅳ . 骨格 筋細胞培養 印)
生後 1 ～ 2 日目の 新生 ウイ ス タ ー 系 ラ ッ ト1 0匹 を7 0% エ タ
ノ ー ル に て 消毒後 , 後肢 を切 り出 し ハ ン ク ス 液 に 浸 した . こ の
後肢か ら実体顕微鏡下に て 皮膚 , 骨 , 血 管な どを はず し筋肉片
の みを 取り 出した . こ の 筋肉片を さらに鋏に て 細断 し , 0. 3%
†リ ブ シ ソ 液(1 :25 0) (Difc o Lab. , Detroit, U.S･A ･) に て37
℃, 30分間消化 し細胞浮遊液 を得た . 1,500rpm に て10分間遠心
し上帝を取 り除い た後, 沈漆 の 細胞 に Dulbe c c o改変 Eagle 培
地 (Dulbe c c om odifed Eagle
'
s m ediu m , D M E M) (Gibc o,
Gr and Isla nd, U.S.A.)を 加え, さ らに 1,000･rpm に て 5分間遠
心 した . 上 清 を 捨 て , 残 っ た 細胞沈睦 に1 0% の 牛胎 児血 清
(Gibc o, Gra nd Isla nd, U.S.A.) と1 0% の 非働化 し た 馬 血 清
(Gibc o, Gr and Island, U.S.A .)を 含む D M E M 20ml を加 え , よ
く ピ ペ ッ テ ィ ン グ して 細胞を均
一 に した後t コ ラ ー ゲ ン コ ー ト
して な い 60m m 径 プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ 皿 (岩堺硝子 , 東京)に
5 mlず つ 分注 した . 線椎芽細胞 を選択的 に 除くた め3 0分間培
養 した 後 , 筋芽細胞 に 富 ん だ上 帝 の み 採取 し , 10%の 牛胎児血
清(Gibc o, Gr a nd Island, U .S.A .) お よび10%の 非働化 した馬血
清(Gibc o, Gr and Isla nd, U .S.A .)を 含む D M E M を 1ml につ き
3 ～ 4 ×1 0
5 個 の 細胞 と な る よう に 加えた . そ して そ の 細胞浮
遊液を コ ラ ー ゲ ン コ ー ト済み の 35m m 径 プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ
皿 (岩城硝子, 東京) に 2 mlず つ 分注 し , 60分間培養 した ･
顕微鏡下 , 筋管細胞が 出来かけて い る 時期 を選 び , 培養液を
線維芽細胞 を取 り除く 目的 で 100〟 M ウ リ ジン (Sigm a,
St.Lo uis, U .S.A .), 10FL M フ ル オ ロ ウ リ ジ ン (Sigm a, St･Lo uis,
U.S.A .) お よび10% の 非働化 した 馬血 清を含む D M E M に交換
し, 48時間培養 した .
新た に10%の 非働化 した 馬血 清を含む D M E M に培養液を交
換後 , さ ら に12時間培養 した . こ こ で 5% 被検血清お よび1 0%
の 非働化 した 馬血 清を 含む D M E M に培養液を交換 して , さ ら
に同条件 に て36時間培養 を続けた後 , A C h Rの 蛍 光染色を行 っ
た . な お , 上記 の 振作 はす べ て無菌的 に 行い , 培 養はす べ て37
℃ , 5% C O2, 95% 空気下で行 っ た .
Ⅴ . 薬剤の影響の測定
A Ch Rク ラ ス タ ー に 対す る薬剤 の 影響を み る場合は , 血 清 の
影響の 検討 で 用 い た の と同 一 の 培養系せ 以下 の 薬剤 一 浪度 , 時
間 で 処理 し , A C h R蛍光染色 を行 っ た . 薬剤 処理 の 条件 ほ
dibutyrylcyclic A M P(ヤ マ サ , 銚子), 1 m M , 24時 間; ヒ ト
C G R P(Calcito nin ge n e- rela.ted peptide) (ペ プ チ ド研 究所 , 大
阪), 200nM , 2 4時 間 ; ニ フ ェ ジ ピ ソ (nifedipin e) (Sigm a,
St.Lo uis, U.S.A .), 2 0FL M , 1 2時 間 ; phorbol 12- myristate
13-a C etate(T P A)(Sigm a,St.Lo uis, U.S.A .), 1 00nM , 12時間;
triflu oper a zin e dihydr o cholo ride (Sigm a, St･Lo uis, U ･S ･A ･),
10〃M , 6時間; W -7(生化学工 業 , 東 京), 1 0〃 M , 6 時間;
W-5(生化学 工 業 , 東 京), 1 0〃 M 1 6 時 間 ; コ ル ヒ チ ン
(c oIchicine)(Sigm a, St.Lo uis, U.S.A .), 10FLM , 6時間; サイ ト
カ ラ シ ソ B (cytochala sin B) (Sigm a, St･Lo uis, U･S･A･),
2 〃 g/ml, 6時 間, でそ れ ぞれ行 っ た .
Ⅵ . A C h R蛍光染色れ
被検体(プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ 皿) を ハ ン ク ス 液 で 数 回洗 い ,
1 0mM N一[2- Hydro xyethyl] piper azin e-N
'
-[2- etha n es ulfo nic
a cid] (H E P ES) (pH 7.4) お よび 5% 牛胎児血清を含む D M E M
(A液) に か え て20分間 , 37 ℃, 5%′C O2 , 95%空気下で培養を
続けた . 次に flu or es c ein is othio cya n ate(FITC) を結合させ た
α - ブ ン ガ ロ ト キ シ ソ (FIT C- α -BuTx) (Sigm a, St.Lo uis,
U.S.A .), 500nM を含む A液 に 培養液 を交換 し, さ らに30分間 ,
同条件で培養を行 っ た .
筋管細胞に結合 して い な い FIT C- α -BuTx を 取 り除くた め ,
ハ ン ク ス 液に て 数回 洗 い , - 20 ℃エ タ ノ ー ル に 一 晩浸 し固定 を
行 っ た . マ ウ ン ト は 0.1 M の SOdiu m c arbo nate を 含む95%グ
リセ ロ ー ル で行し.
､
, 蛍光量の 測定を行 っ た .
な お , 毎回 5FLM の α -BuTx(Sigm a, St･Lo uis, U ･S･A ･)に て
2時間処 理 した後, 上記 と同様に染色を行 い , 陰対照を作成 し
た .1 また , 作 業はす べ て 暗所 にて 行 っ た .
A C h Rク ラ ス タ ー の 修飾因子 に 関する研究
Ⅶ . 細胞膜蛍光染色8ト 岬
細胞膜 を特異的 に 蛍光染色す るた め , 細胞膜に 溶け込 む性質
を持 っ た リ ソ 脂質の FI T C蛍光誘導体で あ る N-(5Rflu or e sc ei-
nthio c arba m oyl) dipal mitoyl-L-a- phosphatidyletha n olamin e
(F L-P E) (Molec ula r Pr obe s, In cり Eugen e, u S.A.) を 予 め
10m g/ml と な る よ う に ク ロ ロ ホ ル ム に 溶解 し た . こ れ を
10m M H E P E S(pH 7･4)を含む D M E M にて1000倍希釈 し, よ
く混和 した .
こ の 液 と 被検体の 培養液 を交換後 , 30分間 , 3 7 ℃, 5 %
C O2 , 95%空気下に 保 っ て 細胞膜 を染色 した後 , ハ ン ク ス 液 に
て数回洗 っ た ･ 筋管細胞 の 攣縮を防 ぐた め の 0.75〟 M の テ ト
ロ ド ト キ シ ン (Sigm a, St･Lo uis, U･S.A.) を 含 む ハ ン ク ス 液 2
皿1を 分注 し細胞膜の 流動性の 解析 を行 っ た .
Ⅷ . A C h Rクラ ス タ ー の 評価
A C h Rク ラ ス タ ー の 評価 にほ A C A S 570ワ ー ク ス テ ー シ ョ
ソ (M eridia nIn stru m e ntsIn cリ O kem os, U.S.A .)を 利用 した‖),
AC A S 570ほ コ ン ピ ュ ー タ ー に よ っ て制御 された 蛍光測定
であ り, レ ー ザ ー 光学系, 蛍光検出部分 , コ ン ピ ュ ー タ ー か ら
な る.
レ ー ザ ー 光学系 は , 試料か らの 蛍光を 励起する た め に必要 と
される光を供給す る部分 で 5 W ア ル ゴ ン レ ー ザ ー (INN O V A-
90)(Coher e nt, Palo A lto, U ･S･A .)か らな る. 蛍光検出部分は倒
立顕微鏡(オ リ ン パ ス , 東京), ス テ ッ プ モ ー タ ー に よ る可動 ス
テ ー ジ , 光電増倍管(photo m ultiplie rtube , P M T)(浜松ホ ト ニ
ク ス , 浜松)か らな り , レ ー ザ ー 光学系か ら の 光を 対物 レ ン ズ
(40×)を 通 して径 1 〟 m の 部分 に 集 め , また 試料か らの 蛍光 を
P M T にて 定量す る ･ 得 られ た 蛍光量は コ ン ピ ュ ー タ ー に 内蔵
され て い る種 々 の プ ロ グラ ム に よ り解析 され る .
実際 の 測定は , レ ー ザ ー 光の 波長を 488n m に し , 濃度 フ ィ
ル タ ー (n e utraトde n sityfilter)と して10% を使用 した_t, 較正 用
プ ロ グ ラ ム に よ り毎 回 レ ー ザ ー 光 の 光量 が 一 定 に な る よう に
レ ー ザ ー 0次光 を約 150m W に 設定 した . そ の 後 , 蛍光測定用
メ ニ ュ
ー (Sc a nIm age) を選択 した . パ ラ メ ー タ ー は , P M Tの
感度(PM Ts e n sitivity) を50% , レ ー ザ ー 1 次光 の 強 さ (s c a n
Stre ngth) を30% , 測定点 の 間隔(step siz e) を 1 FL m と 設定
し , 1 回 の 測定 で 180〃 m X1 80p m の 領域の 蛍光(520n m)を
測定で き るよ うに した .
1被検体に つ き, 無作為 に20個の 筋管細胞 を選択 し, 筋管細
胞に 属す るす べ て の 領域 の 蛍光量を測定 し, 別 に 線維細胞層の
蛍光畳を測定 レ ミ ッ ク グ ラ ウ ン ドと して 筋管細胞 の 蛍光量よ り
差 し引き, 以下 の 条件 を満た す領域 を A C h Rク ラ ス タ ー と し
て デ ー タ ー を保存 し , A C h Rク ラ ス タ ー を有す る筋管細胞 の 出
現頻度(%) と して 表 した .
A ChRク ラ ス タ ー は ,(1) 多核細胞である筋管細胞上 に 存在す
る こ と , (2)そ の 筋管細胞ほ培養皿 か らほ が れ た 状態 に な っ て な
い こ と 予 (3)筋管細胞 の 他の 領域 と比較 して 2倍以上 の 蛍光量が
ある こ と , (4)線状や点状 の 領域で な く, ほ っ きり した境界を持
つ 領域 で あ る こ と 】 (5)ア ー チ フ ァ ク ト を 除外す る た め 直径
5〟 m 以上 あ る こ と , を満 たす領域 と した .
Ⅸ ･ 細胞膜流動性の評価(蛍光退色回復法)ほ)
患者血清が細胞膜の 流動性 に影響を与え て い るか どうか に つ
い て ほ 蛍光退色回復法(flu or es c e n c e r ec o v ery afterphotobleaN
Ching, FR A P) に よ声･つ て湘定 した . 原 理 は , 蛍光染色され た細
胞膜の 一 部分に 短 時間強 い レ ー ザ ー 光を あて て そ の 部分 を退色
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(ブ リ ー チ) させ た 乱 そ の 部分に 非常 に 弱 い レ ー ザ ー を 一 定間
隔で 当て て い る と, 退色 された細胞膜周開の ま だ蛍光を保持 し
て い る膜脂質の 流入 に よ り蛍光 が 回復 して くる . こ の 回 復の 速
さ に て細胞膜の 流動性を測定す るも の で あ る . こ の 測 定に も
A C A S 570ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を利用 した .
こ の 測定に は A ChR の 蛍光染色 に 用い た筋管培養細胞 と同
時期の もの を利用 し , 培養液を 5%の 被検血清 と1 0%の 非働化
した 馬血清 を含む D M E Mに 交換 し, 37 ℃, 5% C O2 , 95% 空
気下に12時間培養 した . そ の 軋 細胞膜 の 蛍光染色を行 い , す
ぐに A C A S 570 の F R A P用プ ロ グ ラ ム に て 測定 した .
使用 した パ ラ メ ー タ ー は , レ ー ザ ー 光の 波長を 488n m , レ ー
ザ ー 0次光を 約 1 50m W , P M Tの 感 度(P M Ts e n sitivity) を
60% , レ ー ザ ー 1 次光の 強さ(sc a n str e ngth)を 2% , ブ リ ー チ
時 の レ ー ザ ー 光の 強 さ (blast str e ngth)を50% , ブ リ ー チ 照射
時間 (bla st tirn e) を 50m se c, 測 定 点 の 間隔(step siz ｡) を
0･25〃 m 一 測定間隔を 5秒間隔20 回 に引き続 い て10秒間隔 6 回
の 測 温 と設定 した ∴ 測 定は 0.7 5〟 M の テ ト ロ ド トキ シ ン
(Sigm a, St･Lo uis, U･S･A･)の 存在下 , 30 ℃の ハ ン ク ス 液中 で す
べ て 行 っ た ･ 測定は細胞膜の イ ン タ ー ナ シ ョ ナ リ ゼ イ シ ョ ソ を
考えて 染色後45分以内に終わ る よう に した ,
得 ら れ た 酷果 は Kop pel の 理 論 に 基 づ い て A C A Sの
F R A P解析用 プ ロ グラ ム に 導入 して , 拡散係数を求め た1 3) ～15}
こ の とき拡散定数 の 絶対値 は よ すで に 拡散係数 の 分か っ て い る
分 子量1 4 8, 9 0 0の FIT C ザ キス ト ラ ン (Sigm a, St.Lo uis,
U･S･A･)を40%ま た ほ25%の グ リ セ ロ ー ル 溶液 に 溶 か して 拡散
係数を測定 し, そ の 値よ り補正 して求 め た .
X . 統計処理
得 られ た デ ー タ は 平均値士標準偏差 で 表 した , 血清 また は薬
剤処理後の A C h Rク ラ ス タ ー を 有す る筋管細胞 の 出現頻度 の
比較 お よび 細胞膜流動性の 比較 に つ い て は , M ann-W hitn ey ノ
ン パ ラ メ トリ ッ ク テ ス ト を使 用 し て 統計的解析 を行 っ た . 抗
A C h R抗体価 と A ChRの 破壊活性と の 相関 の 有意性 の 検定 ほ ,
Pear s o nの 相関係数を求め行 っ た ㌧ 重症筋無力症患者お よ び対
照群の 2群間の A C h Rク ラ ス タ ー の 蛍光 パ タ ー ン の 比較 は ,
Fisherの 等分散の 検定を行 っ た 上で , 対応の な い 標 本の t 検定
を 用 い た ･ す べ て に つ い て 5% 未満の 危険率をも っ て 有意と 判
定 した ,
成 績
I t A C h Rク ラ ス タ ～ に対す る重症 筋無力症患者血清の影響
1 . 非処理 筋管細胞上 の A C h Rク ラ ス タ ー
血 清や 薬剤 に よ る 処 理 を 行わ な か っ た 場合 , 筋管細胞(図
1) の 他 の 部分 と比較 して , 蛍光量の 急峻 な立 ち 上 が り を 持 つ
際だ っ て 蛍光量が高い 部分が存在 した (図2). 図 3ほ こ の よ う
な 領域 の 1次元 断面デ ー タ ー で ある . こ の ような 筋管細胞上 の
蛍光 の 強い 領域 は陰対照 で は 全く認め られ な い こ と か ら ,
AC b Rク ラ ス タ ー と考え た . 領域 内で 蛍光畳は中心部が高い と
い う憤向ほ認 め られ た が , 必 ず しも 一 様 で な く ! し ば し ば
A Ch Rク ラ ス タ ー の 領域内に ほ とん ど蛍光が存在 しない 領域が
点在す る こ と が あ っ た ･ ま た , こ の A Cb Rク ラ ス タ ー ほ ,
A C A S 570の 三次元描出用プ ロ グ ラ ム に よ っ て , ､広 さ 価 額)と
高さ(蛍光畳)をも つ 山と して 描出さ れ た (図4).
2 , 患者血清の A C h R クラス タ ー の 出現頻度に与える影響
対照群(50 士12%)と比較 して , 患者血清に よ る処理群(25 士
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Fig.1. P ha s e c o ntra st micr os c op yofr atcultur ed m ultin u cト
e ated myotubes o nthe day7after staining with FI T C- α -
bu nga roto xin and fix ation in c oldethanol. ×400.
Fig. 2. Flu or e sc e n c eim age ofthe s a m e are a a s sho w nin
Fig. 1. T he A C A S 570pr o vided a graded ps e udo c olor
im age o nthe c o mputerdisplay. An A Ch Rclu ste ris a
bright ar e a(white ～ r ed ar e a) at thとc e nter of the im age .
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Fig･ 3･ Lin e ar se ctio n ofthe A C hRclusteralre ady pr ese ntL
ed inthelFig. 2. Nu mbers on v ertic al axis indic ate the
intensity o王the flu o re sc e n ce(arbitrary u nit)a nd horiz o ntal
a xis sho w sthe distan c e(FL m)fro m apoint which ha sthe
backgr o u nd flu o re s c e n c einte n sity. T he A C h Rclu ster w a s
Obs er v ed a s ahigher inte n sity are athan other portio n of
the myotube･ /
13% )で は A C h Rク ラ ス タ ー を有す る筋管細胞の 出現頻度の 有
意 な(p< 0.01) 低下を認 めた (図5).
3 . 血 清処理の A C h Rク ラ ス タ ー の 性状 に 対す る影響
血清処理 後消失せ ず残存 し た A C h Rク ラ ス タ ー 甲蛍光 パ
タ ー ン に 対照群 と患者血清処 理群 と の 間 に 差が あ るか どうか に
つ い て 検討を 試み た . 両 群の 各 々 の A C h Rク ラ ス タ ー に つ い
て面積 と平均蛍光量(総蛍光量/面積)を A C A S 570の 解析用プ
ロ グ ラ ム に て 計算 した (図6).
そ の 結果 , 両 指標 とも等分散 と判定 され た た め , 対応の な い
標本 の t 検定を 行 い , 両群 の 平均値 の 間 に 差が あ る か を 調 べ
Fig. 4. T hr e e-dim e n sio n al pr es e ntatio n of the flu o re sc en c e
Of a n A C h Rclu ster. T he im age w as c o n str u cted o n




















































M G co ntr 01$
Fig･ 5･ Myotube s with A C h Rclu sters (%) afterthe tr e aト
m e nt with the se ru m s a mple s of 1 7 MG patients よnd ll
C O ntrOIs･ T he a v er age v alu e s of the tw o gro ups a re
plotted as m e a n土S.D. T he もer u m sa mple s of M G
patin ets dis rupted ACh Rclu sters signific a ntlyin c o mpari
-
so n withtho s e ofthe c ontr oIs. ★, p< 0.01(Ma n n- W hitn ey
te st).
A C h Rク ラ ス タ ー の 修飾因子に関する研究
た .
まず , 面掛 こつ い ては 対照群 , 570 士311〟 m 2(n = 110)お よ び
患者群, 540 士338〃 m
2
(n= =81) と両 群間 に 有意差ほ認め られ な
か っ た . ま た , 平均蛍光量に つ い て は対照群 , 1192士356(任意
単位)(arbitr ary u nit)お よび 患者群 , 116 9 土382(任意単位)と両
群間で 有意差ほ認め られ なか っ た .
従 っ て , 残存 した A C h Rク ラ ス タ ー に ほ 両 群間 に 面積 お よ
び 平均蛍光量ともに 差 ほ認め られ な か っ た .





























Fig･ 6･ C ha ra cte ristics of the flu or e sc e n c eint n sity of the
e a ch A C h Rclu ster r e m aining afterthetre atm e nt withthe
S eru m Sa mples･ T he horizo ntal a xis indicate the a re a
(p m2) o c c upied by A C h Rclu ster s. T he integr at｡d
flu or es c e n c e v alu eo nthe ar e aisindic ated o n the v ertic al
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Fig･ 7･ Tim e c o u rs e of disap pe a ra n c e a nd r eform atio n of
A Ch Rclu sters after e xpos u re of the tw o M G patie nts
,
S er u ms a mples to the r at myotube s･ T he myotubes with
A C h Rcluster s(%) obser v ed at 6, 12, 24a nd 36hr wer e
plotted(m e a n土S･D･)･ Du ring in c ubatio nfor 6 to 12h,,
AC h Rclu ster s w ere r apidly dis ap pe ar ed･ At 36 ho u r,
rem arkable r e c o v e ry of A Ch Rclu sters w a s obse rv ed in the
patie nt B se rum ha ving lo w titer of anti-ACh Ra ntibody,
ho we v er･ n O ap parentr e c o v ery w a s s e eni the patie nt A
Se r u mha ving h真め tite r of a ntトA Ch Ra ntibody. 0 ,




















AC bRク ラ ス タ ー を有す る筋管細胞 の 出現頻度に対す る重症
筋無力症患者血清の 減少効果が , 血 清 中の どの よ う な因子に よ
るの か を知 る目的で , そ の 出現頻度減少効果がどの ような 時間
経過 で出現す るの か に つ い て 検討 した . 加 えて , A C b Rク ラ ス
タ ー を有す る筋管細胞の 出現頻度 と抗 A C b R抗体価 と の 閑適
に つ い て も検討 した .
1 . 時間経過
どの よ うな 時間経過に て A C b Rク ラ ス タ ー の 破壊 が すすむ
30
加
Antトr &t A C h R blndng & ntl bodytJte r(Pm OL/rnJ)
Fig.8. Correlatio nbetw e e nthe a nti-A C h R bind ng a ntibody
tite r(pm ol/ml)ofthe M Gpatie nts a nd the myotube s with
A Ch Rclu ste rs(%) after tr e atm e nt with the s er u m
S a mple s. A C h Rclusterdispe rs ala ctivity w a s signific a ntly
























0 2 Q 40 60 8 0
Ant ト 帽t ÅC h Rbl眈 klng■州 bodytltor(%)
Fig･ 9･ Corr elatio n betw e e nthe a nti-A C h R blo cking a ntib-
Ody titer(%) of the M Gpatie nts a nd the myotubes with
A C h Rclu sters(%) afte r tr e atm e nt with the seru m
Sa mPles･ Significa nt c orelatio nbetw e e nblo cking a ntibody
titer a･nd the A C h Rclusterdispers ala ctivity w a s obse rv ed
(r = - 0.647, p< 0.05).
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の か 調べ る 目 的で , A C h Rク ラ ス タ M を 有す る筋管細胞 の 出現
頻度の 低下が確認 され た 2例の 患者血構(患者A お よ び B) に
つ い て , 血清添加後 6時間, 12時間 , 24時間, 36時間 に そ れ ぞ
れ A Ch R を蛍光染色 し, A C h Rク ラ ス タ ー を 有す る筋管細
の 出現頻度 を調べ た .
患 者血 清処理 を行 わ ない 培養系 で は 約半数 の 筋管細胞 に
A C h Rク ラ ス タ ー が 認め られる が ‥ 患者血清処理(A, B)を行う
と血 清添加6 ～ 12時 間に お い て A C h Rク ラ ス タ ー を有 す る筋
管細胞の 出現頻度 の 低下 が著明に認め られ る よう に な り , 24時
間後 に 最低とな っ た . 患者 B の 血 清処理で ほ36時間後 一 す で に
出現頻度の 回復 が認 め られ た( 図7). な お , 抗 ラ ッ ト A C b R抗
体価 は ‥ 患者 A に つ い て は 結合型抗体 14.1pm ol/ml! 阻害型抗
体44%で , 患 者B に つ い て は結合型抗体 1.3pm ol/ml, 阻 害塑
抗体20%で あ っ た .
2 . 抗 A C h R抗体価と の 関連性
結合型抗体価お よび 阻害型抗体価 の 両者 ともに A C h Rク ラ
ス タ ー 保 有筋管細胞 出現頻度低下 と よ い 相関 (結合塾 . p<
0.01; 阻害型 , p< 0.05)が 認め られ た (図8 , 9). 両 測定 とも
抗体価が上昇に つ れ て A Ch Rク ラ ス タ ー を 有す る筋管細胞 の
出現頻度が低下 した .
Ⅲ . 患者血 清の 筋管細胞細胞膜流動性 へ の 影響
患者血清の 細胞膜流動性 へ の 影響 を調 べ るた め , ‡ - 1 で 使
用 した 2例の 患者血清(患者A お よ び B) お よ び 2 例正 常対照
血清(C お よび D) を それぞれ筋管細胞 に加え1 2時間処 理 した
後 , 細胞膜を蛍光染色 し変化を み た .
そ の 評価は 短時間(50m s e c) の 強い レ ー ザ ー 光 に よ り退色 さ
れ た 領域 の 蛍光量の 状況を , Ⅹ 軸に 時間, Y軸に 1 n 〃 (〃` は
0 2 0 40 6080 100 120 川O 160 180
Ttm o(8 0 e)
Fig.10. An e x a mple of F R A P(flu or e sc e n c e r e c o v e ry after
photoble a ching) a nalysis of myotube pla s m a m e mbr a n e
fluidity o nthe pr e s en c e of patie nt
'
s s er u m. T he flu o re s,
C e n C e Of a fix ed ar e a o nthe myotube pla s m a m e mbr a n e
W aS m e aSured at v arious tim e (sec). The JL Valu e w as
Calc ulated bythe m ethod of Kop pel
I3卜 15)
, and colectedlnFL
(+) w er e a n alyz ed bas ed o n the
L .
flat c ella n alysis
"
progra m of A C A S 570softw ar e. T he gradual de c re a s ein
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測定開始時 の 蛍光量とある時間経過後 の 蛍光量の 差を 測定開始
時の 蛍光量 で割 っ た もの) を と り 巨 細胸膜ほ こ の 測定点 の 回帰
直線の 傾き(拡散定数)が急峻 な ほ ど流動性 に 富 む も の と して
定量を行 っ た ( 図10).
そ の 結果 ‥ 患者 A 血清 で は2.63土0.41(n = 5), 患者 B 血清 で
は2.01 土0. 72(n = 4)で あ り , 一 方対照血清 C で は1. 99 土0.78
(n = 6), 対照血 清 D で は2.87 土0.98(n = 9)(×1 0~gc m2/sec)と 蚕
症筋無力症患者 と 正 常対照 と の 間に 有意差 ほ認 め られ な か っ
た t 従 っ て , 患 者血 清は 筋管細胞 の 細胞膜流動性に は 影響を与
え な い こ と が 分 っ た .
Ⅳ . A C hR ク ラ ス タ ー ヘ の薬剤 の影響
主 と して 細胞 (膜) 内蛋白質の リ ソ 酸化状態 に 影響 を与 え る
薬剤お よ び 細胞骨格の 重合状態 に影響を与 え る可能性 の あ る薬
剤を用い て 旗管細胞 の A C h Rク ラ ス タ ー へ の 影響を 調 べ た (図
引田E=
各種薬剤の な か で カ ル キ ジ ュ リ ン に結合 し Ca2 +/カ ル モ ジ ュ
リ ソ 依存性酵素括性を阻害する W-7
16) とC - キ ナ ー ゼ を活性化
す る T P AlT)に 筋管細胞膜上 の A C h Rク ラ ス タ ー を破壊す る著
しい 効果が認め られ た (p< 0.05). W -518), triflu opera zin e19), ニ
フ ェ ジ ピ ン
2q) に は 本測定条件で は 効果は認め られなか っ た .
細胞内の サ イ ク リ ッ ク A M Pを 介 して 生理作用 を引き起 こ す
と考え られて い る dibutyrylcyclic A M P や C G R P21)に よ り処理
で は対照 と比較 して 有意差ほ認め な か っ た .
細胞骨格系に 直接働い て 主 に 脱重合を引き起 こ す と考えられ
て い る コ ル ヒ チ ゾ2)や サ イ ト カ ラ シ ソ B
2ユ)を 筋管細胞培養系 に
加 えた と こ ろ , 顕微鏡下 で は 筋管細胞に 形態学的 な変化を認め
たも の の , A C h Rク ラ ス タ ー を 有す る筋管細胞 の 出現頻度に は
対照 と比較 して ほ っ き り した 差は 認め られ な か っ た . 形態学的
に ほ コ ル ヒ チ ン を 加 えた 場合 , 筋管細胞 ほ線維細胞 の よ うに 平
坦化 し培養皿 と の 接触領域が増加す るの が観察され, サ イ ト カ
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A Ch R ク ラ ス タ ー の 修飾 因子に 関す る研究
考 察
骨格筋細胞膜上 の ニ コ チ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー
(a c etylcholin e r ec eptor, A C h R) は発生途上 に 於い て神経筋接
合部 に 限局する よ うに な り , 成熟動物 で ほ接合部 と接合部以外
と の A C h Rの 密 度 の 比ほ1 00 0倍以上 に も の ぼ る と い う24).
A C b Rに 特異的 に 結合す る リ ガ ン ドで ある α -バ ン ガ ロ トキ シ
ソ (BuTx)の 放射性 ヨ ー ドや 蛍光色素(FI T C, rhodamin e)を用
い た観察 で は , ラ ッ ト で は胎生16 日頃 に な っ て A C h Rク ラ ス
タ ー が見 られ るよ うに な る が , 既に こ の 時期に は筋細胞 に 対す
る機能的神経支配も見 られ 自発性微小終板電位 も観察 で き
る
24)25)
･ ま た 仁 培養条件下でもそ の 凝集体 (A Ch Rク ラ ス タ ー )
を 観察す る こ と が で き るT). 胎 生期や 培養条件下に 見 られ る
A C b Rク ラ ス タ ー は 成熟 ラ ッ ト の もの と比較 して疎な 構造を 呈
してい る こ とや A Ch Rの 膜 上 の 半減期 が短 い な どの 違 い は あ
るもの が4), 成熟動物 の 神経筋接合部 の 代用 と して 利用 で きる .
培養条件下 に お い て A C h Rク ラ ス タ ー を 観察す る場合 , 初代
脊髄神経培養細胞 抑 ) や 神経芽細胞鷹由来 の 細胞 と の 共 同培
養
5'
, 細胞中枢神経や末梢神経 の 抽出物錐 卜朋 ), ア グ リ ン (agrin)
と 名付け られ て い る シ ビ レ エ イ の 電 気器官 の 抽出財1}32) , 陽 電
荷を持 つ 微粒子 (例えばポ リリ ジ ン や ポ リ オ ル ニ ナ ン で コ ー ト
した ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ)
33)
, 外部電場34)な どで A Ch Rク ラ ス タ ー
を誘発する方法が知 られ る . そ の 胤 初代筋管細胞培養に お い
て培養を開始後 5 ～ 1 0 日に 細胞膜上 に あ らわ れ て い る A C h R
が細胞膜 の一部分に 不 均 一 に 分布す る こ とを 利用する方法 な ど
が知られ て い る6)･ 本研究で ほ培養方法が 比較的容易な_L 観
察され る A Ch R ク ラ ス タ ー を 有する 筋管細胞 の 出現頻度 が ,
他の 培養粂軋 例 えば神経細胞の 生者 , 分化, 神経突起の 形成
の 有無な どの 田 子 を考慮に い れ なく て よ い と い う点 で 初代筋管
細胞単独培養 を利用 した . こ こ で採用 した 培養系 に お い て , 観
察時( 培養開始後第 7 日) に ほ約半数 の 筋管細胞に ACh Rク ラ
ス タ ー が認め られ た .
本研究 で ほ こ の よ うに して作製 した 筋管細胞 の A C h Rク ラ
ス タ ー に 重症筋無力症 (myasthe nia gra vis , M G)患者 血清を 接
触させ た 場合, 一 体 どの よ う な 変化 が生 じ る か に つ い て 調べ
た ･ そ の 結 乳 (1)M G患者血清を加 え た 場合 , A C h Rク ラ ス
タ → 有する筋管細胞 の 出現頻度 が低下 し た . (2) 各々 の A C h R
ク ラ ス タ ー の 蛍光量の 局所的特徴 を比較 した 場合 , 対照 血清 と
MG 患者血清と の 間に ほ 有意差 を認め なか っ た . (3)M G患者血
清処理後 の A C b Rク ラ ス タ ー の 消失 お よび 再出現 の 時間経過
の 観察か ら 1 M G患 者血 清中に 含ま れ る A C h Rク ラ ス タ ー の 維
持阻害活性を持 つ 因子 は , 長時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す ると 消
費ま たほ 変性する性質 を持 つ こ と が示 酸さ れた . (4)患者血清の
AC h Rク ラ ス タ ー を 有する筋管細胞出現頻度 の 低下 をもた ら
す活性と抗 A Ch R抗体価と の 間に相関 が見 られ た . 以上 の 結
果お よ び 過去 の 報告 朴 瑚 か ら , M G患 者血 清 に 含 ま れ る
A C h Rク ラ ス タ ー の 維持阻害活性の 本体ほ抗 A Ch R抗体自体
また は こ れ と相関 して 変化す る因子 と推定 され た .
血清処理後残存 した A Cb Rク ラ ス タ ー の 面積 や 平均蛍光量
に は対照と較 べ て差異 は見 い だ せ な か っ た 一 方 で , M G患者で
A C hR ク ラ ス タ ー を 破 壊す る活性が 強 い は ど厳管細胞 上 の
A C b Rク ラ ス タ ー の 数は 減少 した ･ こ の 理 由と して , 36時間と
い う比較的長 い 血構処理時間を採用 した 場合は , そ の 間に 阻害
活性を有す る液性因子 が消費 ま た は 変性 し , す で に 一 部 の
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A C hR ク ラ ス タ ー で 回 復期に 入 っ て い るた め局所的に 差異を見
い だせ な か っ た 可能性も考えられ る (図7).
A C h Rク ラ ス タ ー の 消失は , AC h Rに 抗 A C h R抗体が結合
す る こ と で 開始 され るとも考え られ る が , M G患者血 清中に は
抗 A C h R抗体 の 他に も抗 フ ィ ラ ミ ン 抗 軋 抗 ゲ イ ン キ ュ リ 抗
体と い っ た細胞骨格系蛋白に対す る抗体が含まれる と の 報告も
あ りm) ･ こ れ らが A C h Rク ラ ス タ ー の 局在を 規定 して い る各因
子 へ 影 響を 与え て い ると も考 え られ る . そ こ で 本 研究 で は
A Ch Rク ラ ス タ ー を有す る筋管細胞の 出現頻度 の 低下を来たす
こ と が確認 され た 一 部の 血清 に つ い て , 筋管細胞膜流動性 に 影
響 を与え て い ない か どうか検討 した , しか し, 蛍光退色回復法
を用 い Kop pe量 の 理 論よ り算出 した拡散係数に は 重症無力症患
者血清(2例)と対照血清の 間に 相違は認め られ な か っ た . 用い
た 血 清ほ すべ て 非働化 してあ り, 培養液中に補体 な ど の 膜障害
性国子 ほ ほ と ん ど含まれ て い な い もの と考え られ , A Ch R破壌
活性を持 つ 液性因子 の み で は膜流動性に 影響 を与 えな い もの と
考え られ た .
AC h Rク ラ ス タ ー 維持を 障害す る免疫学的液性国子 の 作用 磯
序 を 明か に する た め に , 細胞膜下 で A Ch Rも含め て A C h Rの
局在に か か わ る構造 に 対する作用が予想 され る薬剤が , 培養筋
管細胞の A C hR ク ラ ス タ ー に どの よ うな影響を及 ぼすか を 観
察 した ･ 薬 剤は主 と して細胞内情報伝達系を修飾す るもの 及び
直接細胞骨格系の 脱重合を促進させ るもの を 選ん で用 い た . カ
ル モ ジ ュ リ ン の 阻害活性を有す る W て16) の 培養 液中 へ の 添加
は ェ A C b Rク ラ ス タ ー を 有する筋管細胞の 出現頻度の 著明 な低
下(化学構造的 に は W てと類似す るが , カ ル モ ジ ュ リ ソ の 阻害
括性は W てに 比較 し て 低い W-518)では 影響を認め な い)を もた
ら し , A C h Rク ラ ス タ ー を靡膜上 に 維持す るに は カ ル モ ジ ュ リ
ン が 重要で ある こ と が 示唆 され た . さ らに C{キ ナ ー ゼ を 活性
化する T P A17)に も同様に A C h Rク ラ ス タ ー を有する筋管細胞
の 出現頻度 を低下 させ る効果が見られ た . 一 方 , 細胞内サ イ ク
リ ッ ク AM P修飾剤 で ある dibutyrylcyclic AMP や C G R P･8)
に ほ A Ch Rク ラ ス タ ー を有する筋管細胞の 出現頻度 に 対す る
増加 ▲ 低下い ずれ の 作用も見られ な か っ た .
こ れ ら薬剤が影響 を与え る の ほ 筋膜下の 胤乱 すな わ ち細胞
骨格系蛋白や摸蛋白の 裏打 ち蛋白 で ほ な い か と 考 え られ て い
る
39)
･ こ れ らの 蛋白 に よ る A C h Rク ラ ス タ ー 内で の A C h R流動
性 の 低Fに つ い て は , 蛍光色素で 標識 し た ACh R ク ラ ス タ ー
の 蛍光退色回復法で の 解 析0)や , イ オ ン ト フ ォ レ ー シ ス に よ る
電気生理学的解析1)に よ る と , 拡散係数 に して 10-11～ 10-12c m2/
S e Cと通常の 膜蛋白 に 比較 して 流動性が 1/1 0～ 1/1 00 に なっ
て い ると い う ･ 例え ば, 神経筋接合部の シ ナ プ ス 後膜に は免疫
蛍光法を中心 とす る方法で 調 べ る と1 0種煩を超える細胞骨格系
蛋白の 局在が知 られ て い る39). ほと ん どが な ん らか の 形式 で の
ア ク チ ン 関連 の 蛋白質で ある . これ らの 蛋白は 分類すると(1)マ
イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト の 架橋蛋白(α･- ア ク チ ニ ソ , フ ィ ラ ミ
ン)42)′ (2)マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ソ トの 険 へ の 固定蛋白 と思わ れ る も
の (ゲ イ ン キ ュ リ ン 現 川) , タ ー リ ン 44り, (3)ス ペ ク トリ ソ 様蛋白や
そ の 関連蛋白(βス ペ ク ト リ ン川 ㈹ や ア ン キ リ ン 17り,(4)AC h Rと
直接結合 し, ス ペ ク トリ ソ 様 蛋白や マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト と
A C h R との橋渡しと して機能す る と考え られて い る も の (43K
蛋白)
48卜52)
, (5)ジ ス .ト ロ フ ィ ソ (機能は未解決)58卜55)な どに 分け ら
れ る ･ そ の 胤 ク レア チ ニ ソ キ ナ ー ゼや 分子量 で 呼ばれ る蛋白
が数種類報告 されて い る . こ れら の 蛋 白の 局在に つ い ては シ ナ
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プ ス 襲 の 頂 の 部分 に 43 K蛋白が , 滞 の 部分に Na チ ャ ン ネ ル と
と も に ア ン キ リ ン や ゲ イ ン キ ュ リ ン が 局在 して い る と の 報
告4 細 ) や , 培 養 筋管細胞 で の A C h Rク ラ ス タ ー に お い て
A C h Rと ス ペ ク ト リ ン 様蛋白の 局在 が 一 致 す る と の 報告 が あ
る45)46}. Pu mplin らの A Ch Rク ラ ス タ , を 分離 して 電顕 に て 解
析 した 報告に よ れ ば筋単独の 培養系で観察さ れ る ク ラ ス タ ー は
(1)撞着斑(adhesio nplaqu e) 様の 部分 ,(2)A C h R が凝集 し , 細胞
膜下で 細 い フ ィ ラ メ ン ト が ネ ッ ト ワ ー ク を 形成 して い る 部分,
(3)被覆小胸部分(c oated v e sicle) の 三 つ の 部分に 区分け され る
と い う5¢那
カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び C - キ ナ ー ゼ が , こ の よう な 細胞骨格
群や膜の 裏打 ち蛋白 の なか で具体的に どの よう に 機能 して い る
か に つ い て は不 明 で ある . カ ル キ ジ ュ リ ソ に 限 るな ら , 上 記の
蛋白群 で カ ル モ ジ ュ リ ン 結合能を 有す るの は ス ペ ク ト リ ソ 様蛋
白や そ の 関連蛋白
58) で あ るが , カ ル モ ジ ュ リ ソ 自体 は ア ク チ
ン
,
ス ぺ ク ト リ ソ な どの 重合や ポ リ マ ー の 間の 架橋 に ほ抑制的
に 働く と され5g), A C h Rク ラ ス タ ー の 破壊 が局所的 な流動性 の
増加 に よ る と考え る と , W-7 の カ ル キ ジ ュ リ ソ 阻害活性 は , 本
報で A C h Rク ラ ス タ ー に 観察 され た の とは逆 に 安定化 の 方向
へ 働い て も よ い よう に 考 え られ る . こ の 仮説を 説明する に ほ I
A C h Rク ラ ス タ ー の 形成 に は 局所的に , 筋管細胞の 他の 部分と
は 異な る細胞膜下の 構造 を と る必要があり , そ の た め に は 局所
的 に A C h R ま た ほク ラ ス タ ー 構成要素ほ既存 の 細胞膜下 の 構
造 よ り離脱 しなければな らず , こ の た め に カ ル モ ジ ュ リ ソ が 機
能 して い る 可能性が挙げ られ る . こ の 考え に 立 て ば, ア ク チ ン
の 重合阻害剤の サ イ ト カ ラ シ ソ Bや チ エ プリ ン の 重合阻害剤 の
コ ル ヒ チ ン が ほ と ん ど A C h Rク ラ ス タ ー の 破壊 活性 を持 た な
か っ た こ とも説明でき る . 一 方, C - キ ナ ー ゼ の 働きに つ い て
は カ ル モ ジ ュ リ ソ 系 と相乗的に作用す る場合と括抗的に 作用す
る場合 が知 られ る が
60)
∴筋管細胞 で の A C b Rク ラ ス タ ー の 維持
に 関 して は括抗的 に作用 して い る と考 え られ た .
他の 蛋白リ ソ 酸化機構 に 関 して ほ , テ ロ ジ ン キ ナ ー ゼ 系に つ
い て(1)癌遺伝子サ ー ク(sr c)を持 つ ラ ウ ス (Ro u s) 肉腫ウイ ル ス
に よ っ て 筋細胞 が ト ラ ン ス フ ォ ー ム され る と ク ラ ス タ リ ン グが
阻害 され る と の 報告61), (2)A C h Rク ラ ス タ ー の 誘導作用を持 つ
シ ビ レ エ イ の 電気器官の 抽出物 で あ るア グリ ン を 用 い た系 で エ
ア グリ ン 添加後 A C h Rの βサ ブ ユ ニ ッ ト の チ ロ ジ ン 残基 が リ
ン 酸化を 受け , ア グ リ ソ の 作用 を阻害す る処置で そ の リ ソ 酸化
も阻害 され ると の 報告が され て い る
82)
. 前者 の sr cに つ い て は
標的蛋白質ほ 不 明で ある .
で ほ M G患者 血清中の 抗 A C h R抗体 が細 胞膜 の 外 か ら
A C h Rに 結合 した とき , 一 体どの よ うな変化で レセ プ タ ー の 凝
集現象の 阻害 に結 び つ く の で あろ うか . 抗体 に よ る レ セ プ タ ー
の ク ロ ス リ ン キ ン グ が最も重要視 されて い るが
a5卜 37)
, そ の 時細
胞膜下の 構造自体ほどの よう に 変化 して い る の か , A Ch Rと細
胞膜下の 構造 との 関係はどの ように 変化 して い る の か に つ い て
ほ 不 明で あ る . 患者血清 を筋管細胞培養糸に加 え て時間経過 を
見た場合 , A C h Rク ラ ス タ ー の 消失は 血 清添加後 しば らく の タ
イ ム ギ ャ ッ プ の 存在の あと急速 に 観察 され る よ うに な る こ とか
ら
喝
, いく つ か の ス テ ッ プを 含ん で い る可 能性が考え られ る .
ア グリ ソ は A C h Rの 他に 細胞外基質 の 再分布を誘導す る こ と
が 知られ て い る
83)が , ク ロ ス リ ソ キ ン グ タ イ プ の 抗体を こ の 系
に 添加す る と t 細胞外基質の 再分布は , 抗体の 含ま れな い系と
変わ りなく誘導 さ れ る にもか か わ らず A Ch Rク ラ ス タ ー の 形
成 ほ阻害 され る こ と が示 され て い る63). 抗体の 結合 は A C h R に
ク ラ ス タ ー を形成す るた め の 細胞膜下 の 構造と の 関連を消失 さ
せ て しま うよ うに 見え る . 抗体 の 結合 に よ り筋管細胞膜に と ど
ま る能力を消失 した A C h R はク ラ ス タ ー 誘導用 の 機構 に 乗 る
こ と が で きず短期間で筋管細胞膜上 か ら姿を 消す こ とに なる の
か も知れ な い .
結 論
重症筋無力症(m ya sthe nia gra vis, M G) 患者血清 , お よび 主
と して 細胞膜下 の 構造を修飾す る と考え られ る薬剤が初代筋管
培養細胞の A C h Rク ラ ス タ ー に 与 え る影響に つ い て レ ー ザ ー
サ イ トメ ー タ ー に て検討 し, 以下 の 結果を 待た .
1 . 初代 ラ ッ ト筋細胞培養開始後 , 5 ～ 7 日に て 約半数 の 筋
管細胞膜上 に FIT C- α-BuTx に 強く染色 され る AChR ク ラ ス
タ ー が観察 さ れ た .
2 . M G患 者血 清を培養系 に 添加 した と こ ろ , A Ch Rク ラ ス
タ ー を 有す る筋管細胞 の 出現頻度 の 低下 が観察 され , こ の 効果
ほ患者血清中の 抗 A C h Rレ セ プ タ ー 抗体価 と相関 があ っ た .
3 . 血 清添加後 , 残存 した A C h Rク ラ ス タ ー の 示す蛍光畳の
局所的な特徴 に ほ 患者血清群 と対照血清群と の 間に差異は認め
られ なか っ た .
4 . 一 部 の 患者血 清 に つ い て 筋管細胞膜自体の 膜流動性 に 変
化を与えう るか どうか を 蛍光退色回復法に よ る拡散係数で比較
した が , 対照 と差 ほ認め られ なか っ た .
5 . 主と して細胞骨格系な ど A C h Rク ラ ス タ ー の 維 持 に 重
要と 考え られる細胞膜下 の 構造 を修飾す る と考え られ る薬剤を
同培養系に 添加 した 場合 , 安 定化 に は カ ル モ ジ ュ リ ソ が 機能
し, C - キ ナ ー ゼ は こ れに 抵抗的に 作用 して い る こ とを 示 唆す
る結果を得た .
以上 か ら筋膜上 の A C h R ほカ ル モ ジ ュ リ ソ と C p キ ナ ー ゼ
が括 抗的 に働く ような細胞膜下 の 構造に 支え られ て お り , M G
患者血清 に 含 まれ る抗 A C h R抗体ほ こ の 系と A Ch R との 関連
に 阻害作用 をも た ら して い る と推定 した .
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